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Objetivo. Estimar el riesgo de ser portadoras 
a mujeres emparentadas por linea materna 
con un paciente afectado con DMD. 
Sitio de realizacien. instituto de Genetica 
Humana, Universidad Friedrich Alexander 
Erlangen-Nuremberg e INISA, Universidad de 
Costa Rica. 
Materiales y metodos. Se obtuvo ADN de 19 
personas emparentadas por via materna con 
un paclente afectado con DMD; para cada 
uno se analizaron, mediante PCR, 5 
marcadores microsateliticos ubicados en Ia 
region del gen de Ia distrofina. Se mama un 
imprimador de cada par con un fluorocromo, 
se determine el tamafio de los productos de 
amplfficacion por electroforesis capilar 
fluorescente y se construyeron haplotipos 
para Ia region de Interes. 
Resultados. Se determine el haplotipo de 
riesgo en el paclente, el que tamblen se 
encontre en dos primos suyos, adultos 
sanos y en tres de sus tias y tres primas. 
Los hermanos del paciente heredaron de su 
madre el cromosoma X portador del 
haplotipo normal. 
Conclusiones. Los resultados indican que et 
paciente herede una • mutacian de novo, 
originada en la linea germinal ya sea de Ia 
madre o de la abuela materna y que ninguna 
de las otras mujeres de Ia familia esti en 
riesgo incremented° de ser portadoras. No 
es posible determiner si la madre del nano es 
portadora de Ia mutacien. 
Palabras slave: distrofinopatla, herencia 
ligada al X, PCR, electroforesis capilar 
fluorescente, haplotipos, microsatelites 
La distrofia muscular de Duchenne 
(DMD) (1,2) y la distrofia muscular de Becker-
Kiener (BMD) (3) representan en conjunto mas 
del 40% de las distrofias musculares (4). 
Ambas enfermedades son alelicas, es decir 
causados por mutaciones en el mismo gen, el 
de la distrofina, y se conocen come 
distrofinopatias (5). El gen de la distrofina es el 
mas grande que se conoce haste el momento; 
tiene al menos 79 exones y abarca 2.4  
megabases (6) en el brazo corto del cromosoma 
X (7). La herencia de estas enfermedades es 
recesiva ligada al cromosoma X (8,9). Esto 
quiere decir quo en la gran mayoria de los 
casos los afectaclos son hombres ya que 
poseen una cola copia del cromosoma X, 
mientras que las mujeres con mutaciones son 
por lo general portadoras. Aunque ambas 
enfermedades se caracterizan por un 
debilitamiento progresivo de los milsculos para 
el coal no hay tratamiento efectivo, la progresion 
de Ia DMD es mucho ;vas rapida y su desenlace 
es fatal, falleciendo los pacientes alrededor del 
inicio de In segunda decade de vide, mientras 
que los pacientes con BMD alcanza Ia edad 
adulta y se conocen casos en que Ilegan a 
reproducirse; edemas la DMD tiene una mayor 
incidencia (1:3500 rifts varones nacidos vivos) 
que la BMD (1:18500 ninos varones nacidos 
vivos) (4). 
Cerca de dos tercios de las mutaciones 
causantes de las distrofinopatias son deleciones 
de uno o mks exones (10). Del 5 al 10% de los 
casos son causados por duplicaciones (11). El 
resto se debe a mutaciones de punto (12,13) 
coma son sustituciones de bases y pequenas 
inserciones o deleciones, asi como a 
inversiones (14). Se ha observado que el 
fenotipo no este correlacionado con el tamano 
de las mutaciones sino con el efecto que estas 
tengan sobre el marco de lecture del gen (15). 
Las mutaciones que conservan el marco de 
lecture, esto es, que aunque se pierda parte del 
gen el resto mantiene Ia secuencia original, 
causan per lo general BMD. En muchos casos 
de BMD las mutaciones originan la perdida o 
camblo de algunos aminoacidos, per Co que la 
distrofina es parcialmente funcional. 	 Las 
mutaciones que alteran el marco de lecture 
resultan en ausencia total de protein, en una 
protein severamente truncada o muy diferente 
de la distrofina, que no es funcional y por lo 
tanto se asocian con el fenotipo severo de la 
DMD, aunque existen excepciones (16). En la 
actualidad es posible detectar la mayoria de las 
deleciones y duplicaciones grandes por medio 
de Ia reaccien en cadena de la polimerasa 
(PCR)-multiplex (17). 
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Debido 	 que la DMD es una 
enfermedad letal ligada al cromosoma X y a que 
Ia tasa de mutation del gen de.la distrofina es 
alta (18,19), se estima que una tercera parte de 
los casos de DMD se debe a mutaciones de 
nova, es decir, la mutation se origina en Ia linea 
germinal de la madre, pero Ia madre no es una 
portadora de la enfermedad. Para efectos de 
consejo genetic° es de gran importancia poder 
distinguir si las mujeres emparentadas en primer 
grado con pacientes con DMD son o no 
portadoras de la mutaciOn. 
Cuando un paciente tiene una deleciOn 
o duplicaciOn grande es relativamente sencillo 
determiner si las mujeres de is familia 
emparentadas en primer grado con el son o no 
portadoras de is mutaciOn. Para esto se puede 
utilizer PCR-multiplex cuantitativo (20,21,22) en 
el que se comparan dosis genicas entre mujeres 
control y posibles portadoras. Iambi& es 
posible la deteccian de portadoras con tecnicas 
citogeneticas coma FISH (hibridacitin in situ 
fluorescente)(23). 
Para el 35% de los pacientes con DMD 
que tienen mutaciones de punto es mucho mas 
dificil determiner cual es la muted& que 
poseen. Es necesario recorder que en estos 
casos se esta buscando lo que posiblemente 
sea el cambio de una base per otra en 79 
exones que abarcan 2.4 megabases. Ademas, 
no existen regiones dentro del gen en las cuales 
la incidoncia de este tipo de mutaciones sea 
mas alta, ni tampoco existe una o varies 
mutaciones que tengan uric mas alta frecuencia 
(13). Es decir, cuando se quiere localizar una 
mutaciOn de punto se debe analizar todo el gen, 
par lo quo dado su enorme tamano la 
secuenciaciOn no es una °Oen viable, Otras 
tecnicas como polimorfismos de conformed& 
en simple Banda (SSCP) multiplex (24), 
cromatografia liquida desnaturalizante de alto 
desempefio (DHPLC) (25), electroforesis 
desnaturalizante en gel con gradiente de 
concentraciOn (DGGE) (26), prueba del 
truncamiento de proteinas (PTT) (27), entre 
otras, se han utilized° con ese propasito. Todas 
ellas consumen mucho tiempo y dinero, edemas 
de que no ofrecen absolute certeza de que 
detecten la mutation, per lo que los laboratorios 
no ofrecen diagnostico directo a pacientes con 
mutaciones de punto. 
El diagnestico en estos casos se puede 
hater en forma indirecta tratando de identificar 
al cromosoma portador de la mutacitin. Para ello 
se caracteriza la varied& en distintas regiones, 
Ilamadas marcadores geneticos, alrededor y 
dentro del gen, esto es, construyendo haplotipos 
de la region (28). Si el marcador y el gen estan 
suficientemente cerca el uno del otro se dice 
que esters ligados; es decir, Ia mayoria de las 
veces se transmairan juntas. Sagan esto, los 
dos cromosomas X matemos, el portador de la 
mutaciOn y el portador del alelo normal, deben 
tenor haplotipos diferentes si los marcadores  
muestran mucha diversidad en Ia poblaciOn, par 
lo que en la actualidad, los marcadores mas 
informativos (porque tienen usualmente varios 
alelos, cada uno de ellos en frecuencias 
considerables en la poblacion) son un tipo de 
marcadores de ADN Ilamados marcadores 
microsateliticos, los cuales estan compuestos 
por secuencias cartes, generalmente de 1 a 4 
nucleotidos de longitud que se repiten tras de si 
varies veces, en tandem, y cuya position en el 
cromosoma, y par to tanto, con respecto al gen 
de interes, se conoce. El alelo quo presente el 
individuo afectado (en este caso es solo uno per 
marcador porque se estudia el crornosoma X) 
en cada uno de los marcadores empleados sirve 
para determinar Ia combinaciOn de alelos en la 
region de interes, o sea, para establecer el 
haplotipo. 	 Por io tanto, se considera a Ia 
combinaciOn de alelos en cada uno de los de 
marcadores que presenta el individuo afectado 
coma el haplotipo de riesgo de terser Ia 
mutation. Este tipo de diagnostico indirecto se 
puede utilizer tanto para posibles afectados, en 
diagnostico prenatal por ejemplo, coma pars 
posibles portadoras en families donde existe al 
menos un nifio con la enfermedad. 
La utilized& de estos marcadores se 
ha facilitado enormemente gracias a Ia PCR. A 
partir de las secuencias que flanquean Ia region 
donde se encuentra el microsatelite se disetian 
imprimadores que amptificaran las repeticiones. 
Coma resulted° se observan segmentos de 
ADN, aleios, de diferente tamano. Por ejemplo 
para un marcador tetranucleotldico donde la 
secuencia que se repite es CAGT una persona 
podria tenor un alelo con 50 repeticiones y en el 
cromosoma hornalogo uno con 55. En este 
caso al analizar los productos de PCR en un gel 
se observer& dos bandas quo difieren en 20 
pares de bases. En la variante quo se utilize en 
este trabajo, los imprimadores ester, marcados 
por molecules fluorescentes lo que permite 
mediante electroforesis capilar, determiner el 
tamano de los alelos sin necesidad de un gel. 
En Costa Rica no hay datos sabre Ia 
epidemiotogia de las distrofinopatias. En dos 
estudios geneticos previos se observe un 
aparente exceso, Begun lo esperado, de 
pacientes cuyos padecimientos no se deben a 
deleciones (29) asi como una elevada 
proportion de casos debidos a mutaciones de 
novo (22). En este trabajo se utilizaron 5 
marcadores microsateliticos del cromosoma X 
para establecer el haplotipo de riesgo en Ia 
familia de un paciente con DMD al quo no se le 
detectaron deleciones grandes con el objetivo 
de determiner el riesgo de ser portadoras que 
corren mujeres emparentadas en primer grado 
par linea matema con el. 
MATERtALES Y METODOS 
La familia: El paciente indite presento los 
primeros sintomas de distrofinopatia a los 2 
aMos; a los 6 arias se to diagnostico coma 
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Fig 1. liblcacion en el cromosoma X de los marcadores microsateliticos utilizados. La parte 
sombreada representa al gen de Ia distrofina. 
Fig 2. Genealogfa de Ia lamina y haplotipos para la region de Interim. La bans sombreada 
representa el haplotipo de riesgo. El sign de exclamacion indica que el haplotipo fue 
Inforido, puss no se pudo obtener muestra de la persona. 
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afectado per DMD por presenter la maniobra de 
Gowers, seudohipertrofia leve de las pantorrillas 
y niveles elevados de creatina quinasa serica 
(3000-12000 UR). El paciente tiene en Ia 
actualidad 18 arios y este en sib de ruedas 
desde los 11 afios. Mediante entrevista con la 
madre del paciente indice (quien tiene niveles 
normales de creatina quinasa serica) se elabore 
la genealogia de Ia familia y se determine 
quienes estarian a riesgo de ser portadoras asi 
como que otros miembros sedan informativos 
para el analisis genetic° Se extrajeron muestras 
de ADN, usando el metodo de sal (30), de los 
miembros de la familia a partir de sangre total 
(Vacutainers con EDTA). Las muestras de 
todas las personas se obtuvieron con su 
consentimiento informado o el de sus 
representantes legales. 
Tamizaje de deleciones par PCR-multiplex: 
Se hizo para 28 exones y 2 promotores 
en 4 reacciones de amplification independientes 
segen se deserted) en Sancho-Fernandez et al. 
(29) 
Reacciones de amplification para marcadores 
microsateliticos: 
Para cada miembro de Ia familia se 
realizaron amplificaciones con 5 pares de 
imprimadores 	 pare 	 5 	 marcadores 
dinucleotidicos (repeticiones de 2 pares de 
bases): DXS1068, DXS 1242, DXS1238, 
DXS1214 y DXS1202 (31). Se utilize+ uno de los 
imprimadores, (ei F) del par correspondiente a 
cede marcador, marcado con el fluorocromo 6-
carboxifluoresceina (6-FAM) para los 
marcadores DXS 1214 y DXS 1242, el 
fluorocromo tetraclorofluoresceina (TET) pare 
los marcadores DXS 1068 y DXS 1202, y el 
fluorocromo hexaciorofluoresceina (HEX) pare 
el marcador DXS 1238. 
Para las reacciones de PCR se 
utilizaron 20 ng de ADN genet-nice 2.5 pmol de 
cede imprimador, Tris-HCI (pH 8.4) 20mM, KCI 
50mM, MgCl2 0.75 mM, cada 
desoxiribonucleatido trifosfato 0.2 mM y 0.35 
unidades Taq ADN polimerasa (GIBCO), en un 
volumes total de 10 pl. El perfil de PCR fue 
94°C por 3 min, seguido per dos ciclos de 
desnaturalizacion (94°C per 30 seg), hibridacion 
de los imprimadores (61°C per 45 seg), y 
extension (68°C por 45 seg), dos ciclos con 
temperatures de 94°C-59°C-68°C (pare 
desnaturalizacien, hibridacien, extension, los 
tiempos son los mismos), dos ciclos con 
temperatures 94°C-57°C-68°C, 31 ciclos con 
temperatures 94°C-55°C-68°C y una extension 
final a 68°C por 20 min. 
Electroforesis capilar: 	 El anelisis mediante 
electroforesis capilar se hizo con un Analizador 
Genetic° ABI 310 (Applied Byosistems) 
utilizando el programa ABI PRISM 310 Genetic 
Analizer Data Collection version 1.0.4 de la  
Corporation Perkin Elmer (1997) para la 
recoleccion de datos. 
Para los productos de amplification de cada 
marcador se hizo una dilution 1:10 v/v en ague 
destilada. Para las electroforesis capilares se 
tomaron 4 pl de cada dilution de los productos 
amplificados, 1 pl de marcador de tamafio 
molecular (TAMRA 500) y 12 pl de formamida 
desionizada. 
RESULTADOS 
PCR multiplex: El analisis del ADN del paciente 
con PCR multiplex no mostre ninguna deletion, 
per lo que la determinaciOn del estado de 
portadoras de mutaciones 4n el gen de Ia 
distrofina en las mujeres emparentadas con el 
en primer grado per linea materna no se pudo 
realizar mediante deternninaciOn de dosis 
Esto Ileva a que Ia evaluation se deba 
realizar de forma indirecta determinando los 
haplotipos en los cromosomas X que esten 
segregando en esta familia. 
Haplotipos: En Ia figure 1 se observe la 
position de los cinco marcadores utilizados 
respecto al gen de Ia distrofina. Dos de los 
marcadores (DXS1068 y DXS1242) flanquean al 
gen en el extremo 5', dos marcadores son 
intragenicos (DXS1238 y DXS1214) y el Ultimo 
(DXS1202) flanquea al gen en el extremo 3'. 
La figure 2 presenta la genealogia de 
la familia estudiada y la combined& de alelos 
en la region (haplotipo) pare cada persona. Las 
mujeres tienen dos haplotipos y los hombres 
solamente uno, puesto que los marcadores 
analizados corresponden al cromosoma X. Los 
hombres siempre heredan su haplotipo de la 
madre, mientras que las mujeres heredan el del 
padre y uno de los de la madre. 
El individuo III-9 es el paciente indite 
con DMD. Par lo tanto, su combined& de 
alelos (2-1-2-1-1) se identifica coma el haplotipo 
de riesgo y se encuentra sombreada. Este es el 
haplotipo con el que Ia mutacien en el gen de la 
distrofina este ligada en el paciente y que 
estarla asociada en la madre si ella fuera 
portadora de la mutation. Si el paciente es un 
caso de mutation de novo el haplotipo no se 
asocia con la muted& en su madre ni en 
ninguna de las otras mujeres emparentadas con 
el per via matema. El nitro tiene dos hermanos 
varones, Pero ninguno de ellos hered6 el 
haplotipo de riesgo de Ia madre lo que impide 
Ilegar a una conclusion enicamente con Ia 
informed& de este nucleo familiar. 
Sin embargo, el analisis del resto de la 
familia proportion suficiente informed& para 
Ilegar a conclusiones sabre el posible origen de 
la muted& y su riesgo de transmision a otros 
miembros de Ia familia. Tres de las tias del nine 
presentan el haplotipo de riesgo (11:3, 11:5, 11:9) y 
una de ellas, Ia 11:3, tiene dos hijos varones con 
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este haptotipo. Estos individuos son adultos 
sanos, sin ningOn sintoma de DMD. Esto indica 
que en el resto de la familia el haplotipo de 
riesgo no se asocia con la mutation y sugiere 
que el paciente sufre de Ia enfermedad como 
resultado de una mutation ocurrida en la linea 
germinal de su madre o de su abuela matema, 
una mutation de novo. Este resultado sugiere 
que las mujeres portadoras del haplotipo de 
riesgo ( 1:1, 11:3, 11:5, 11:9, 111:6, 111:7 y 111:8) no son 
heterocigotas para Ia mutation en el gen de Ia 
distrofina que afecta al paciente. 
Los resultados no permiten distinguir, 
sin embargo, en cual de las dos posibles 
mujeres, la madre o la abuela matema, amnia 
la mutacion. Si esta °curio en (a madre, el 
paciente es el Unice miembro de la familia con la 
mutation. Si la mutation ocurria en la 'Mee 
germinal de la abuela matema del New, la 
madre seria heterocigota. La segregaciOn de los 
cromosomas X matemos en el nUcleo familiar 
del paciente no permite determiner si este es la 
situation, puss los dos hermanos menores del 
nirlo afectado recibieron de su madre, por azar, 
el haplotipo normal y por lo tanto estan sanos. 
En cualquier caso, el destine de la mutation 
parece haber terminado aqui. 
DISCUS1ON 
Las distrofinopatias son enfermedades 
particularmente dificiles pare el diagnostico 
indirecto con cualquier tipo de marcador, 
incluidos los marcadores microsateliticos, del 
estado de portadoras de mutaciones debido al 
alto porcentaje de recombined& a to largo del 
gen, que se estima entre un 10 y un 12% (32). 
El fenemeno de recombinaciOn, que es un 
intercambio de segmentos entre parejas de 
cromosomas hornologos, ocurre durante la 
meiosis, cuando se estan formando los -Ovules y 
los espermatozoides. En el diagnostico, una 
recombined& entre el marcador utilized° y el 
gen de interes puede causal- errores, ya que 
una persona con el alelo de riesgo podria no 
tener Ia mutation en el gen de interns. Por 10 
tanto, se recomienda el use de marcadores que 
estop tanto en los flancos del gen como dentro 
de el. En el presente trabajo se utilizaron tres 
marcadores que flanquean al gen y dos 
marcadores intragenicos. En los haplotipos de 
la familia no se observe ninguna recombination. 
Existe la posibilidad de que se haya dado una 
doble recombined& (dos eventos de 
recombined& en la region entre dos 
marcadores) que no se detecta en los 
haplotipos. Sin embargo, dadas las distancias 
que separan a los 5 marcadores empleados, la 
probabilidad de detection de una recombined& 
es muy alta mientras que Ia ocurrencia de una 
doble recombined& es muy baja (33). 
Se ha propuesto que pare la DMD la mayorla de 
las deleciones surgen durante Ia oogenesis y la 
mayorla de las mutaciones de punto durante la 
espermatogenesis (34, 35). Sin embargo en  
este case la mutation de punto parece haberse 
originado ya sea en la linea germinal de la 
abuela o de la madre, per lo tanto durante la 
oogenesis. 
El diagnostico de portadoras para 
enfermedades tan severas como la DMD es 
sumamente importante. 	 Para una mujer 
heterocigota pare una mutation en el gen de la 
distrofina Ia probabilidad indica que la mitad de 
sus hijos varones presentaran la enfermedad y 
la mitad de sus hijas seran portadoras. Para una 
mujer no portadora el riesgo de un hijo afectado 
es igual a Ia incidencia de Ia enfermedad en la 
poblacion. 
En este trabajo no es posible 
determiner si la madre del nine afectado con 
DMD es o no portadora, pero los dates si 
sugieren que el resto de las mujeres de la 
familia no lo son. 	 Esto es informed& 
importante ya que varies de las Has y primas del 
nine afectado estan en edad reproductive. 
En casos donde Ia DMD es causada 
por mutaciones de punto, solamente se tiene 
complete seguridad en el diagnostico de 
portadoras cuando se logra identificar la 
mutation en el nino afectado y se busca en el 
resto de is familia. Por el momento esta °loci& 
no es viable por rezones tecnicas y economicas. 
El diagnOstico utilizando marcadores 
microsateliticos cuidadosamente escogidos en 
la region del gen es per ahora, en estos cases, 
la mejor opciOn. 
CONCLUSIONES 
Los resultados indican que el paciente indite 
presenta una mutation que ocurriO de novo en 
la Mee germinal ya sea de su madre o de su 
abuela matema. El resto de las mujeres de la 
familia no son portadoras, lo cual es informed& 
importante para las que ester) en edad 
reproductive, ye que su probabilidad de tener un 
hijo afectado es muy baja, igual a la incidencia 
de is enfermedad en la poblacion. 
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